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RESUMO 
 
O acúmulo de fenilalanina (Phe) no cérebro ocorre na fenilcetonúria, doença causada pela 
deficiência da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase. Os pacientes fenilcetonúricos 
apresentam sintomas neurológicos graves. Entretanto os mecanismos fisiopatológicos dos 
danos cerebrais ainda não são totalmente compreendidos. No entanto, é possível postular que 
a fenilalanina possa provocar efeitos neurotóxicos. O presente trabalho teve por objetivo 
avaliar o grau de dano ao DNA em córtex cerebral e sangue de ratos que receberam 
administração aguda de Phe e/ou p-clorofenilalanina (p-Cl-Phe), um inibidor da enzima 
deficiente. Os animais receberam uma única injeção subcutânea de Phe (5,2 µ mol/g de peso 
corporal), p-Cl-Phe (0,9 µ mol/g de peso corporal) ou a combinação de Phe e p-Cl-Phe nas 
mesmas doses. O grupo controle recebeu solução salina no mesmo volume. Os animais foram 
mortos 1 hora após a administração dos metabólitos. Os danos ao DNA no córtex cerebral 
foram analisados através do Ensaio Cometa pela medida do índice de dano (ID) e da 
frequência de dano (FD). Observamos que a Phe e p-Cl-Phe isoladamente não induziram dano 
ao DNA. Por outro lado, a associação de Phe e p-Cl-Phe causou um aumento no ID e FD em 
comparação ao grupo controle, sugerindo que essa associação induz dano ao DNA. Nossos 
resultados fornecem evidências de que danos no DNA podem contribuir para o entendimento 
dos sintomas neurológicos observados em pacientes afetados por fenilcetonúria. 
 
Palavras-chave: dano ao DNA, fenilalanina, fenilcetonúria. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 INTRODUÇÃO 
 
A fenilcetonúria (PKU, OMIM 261600) é um dos mais freqüentes e estudados 
erros inatos do metabolismo de aminoácidos. É uma doença genética de caráter autossômico 
recessivo com prevalência de aproximadamente 1:10.000. É caracterizada bioquimicamente 
pela ausência ou deficiência da atividade da enzima hepática fenilalanina hidroxilase (PAH, 
EC 1.14.16.1) ou, mais raramente, de seu cofator, a tetraidrobiopterina (BH4), resultando no 
acúmulo de fenilalanina (Phe) e seus metabólitos no sangue e tecidos dos pacientes (Scriver 
and Kaufman 2001). Além disso, ocorre a diminuição da concentração do produto tirosina no 
organismo (Lehninger et al 2006). 
As principais manifestações clínicas da PKU correspondem a alterações 
neurológicas. Embora muitos estudos venham sendo realizados, os mecanismos da 
neurotoxicidade na PKU ainda permanecem obscuros, mas há um consenso de que a Phe, em 
concentrações elevadas, é uma molécula nociva (Scriver and Kaufman 2001). A Phe parece 
influenciar diversos mecanismos cerebrais como a excitabilidade neural, a condução axonal e 
a velocidade na transmissão sináptica (Burri et al 1990; Fernstrom 1994). O tratamento da 
PKU consiste em uma dieta hipoprotéica, restrita em Phe, enriquecida com micronutrientes 
essenciais (Przyrembel and Bremer 2000). O grau de retardo mental está diretamente 
relacionado aos níveis de Phe. O tratamento deve ser iniciado precocemente e ser continuado 
ao longo da vida adulta para evitar o avanço das consequências neuropsiquiátricas 
características (Zemam et al 1996).  
Modelos animais de PKU, induzidos através da administração de Phe associada à 
p-clorofenilalanina, um inibidor da enzima PAH, têm sido uma importante ferramenta no 
estudo dos efeitos da Phe, pois mimetizam a características dos pacientes fenilcetonúricos 
(Streck et al 2000). Estudos demonstraram que altos níveis de Phe inibem a atividade da 
enzima creatina quinase in vitro e reduzem a atividade da enzima in vivo (Costabeber et al 
2003), inibem a atividade da acetilcolinesterase em membrana de eritrócitos de pacientes com 
PKU (Tsakiris et al 2002), a captação de glicose no cérebro (Rodrigues et al 1990), a 
transferência de energia (Lütz et al 2003), a atividade da Na+,K+-ATPase (Wyse et al 1995) e 
da piruvatoquinase (Feksa et al 2002).  
Além disso, foi demonstrado em um estudo com pacientes fenilcetonúricos, através 
da medida de parâmetros de estresse oxidativo, que há estimulação da lipoperoxidação, 
deficiência na capacidade antioxidante do tecido e um aumento da produção de espécies 
reativas (Sirtori et al 2005). Sabe-se que essas espécies altamente reativas têm o potencial de 
oxidar moléculas como DNA, proteínas e lipídios, causando dano e disfunção celular 
(Halliwell and Gutteridge 2007). Recentemente, Sitta e colaboradores (2009) demonstraram 
que pacientes fenilcetonúricos não-tratados apresentam um maior índice de dano ao DNA em 
sangue periférico, o que parece estar associado a níveis elevados de Phe. Entretanto, nada se 
sabe sobre o efeito genotóxico de elevados níveis de Phe sobre o cérebro. Portanto, este 
trabalho investigou os efeitos genotóxicos in vivo e in vitro da Phe em córtex cerebral e 
sangue periférico de ratos jovens.  
 
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Reagentes 
 
Todos os reagentes foram obtidos da empresa Sigma (St. Louis, MO, USA). A Phe a 
p-Cl-Phe foram dissolvidas no dia dos experimentos e o pH das soluções foi ajustado para 
7,4. 
 
2.2 Animais  
 
Foram utilizados vinte e cinco ratos Wistar machos de trinta dias de vida 
fornecidos pelo Biotério da Unidade Acadêmica de Ciências da Saúde da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense. A utilização dos animais seguiu os Princípios de Cuidados de 
Animais de Laboratório (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saúde 
dos Estados Unidos da América, NIH, publicação número 85-23, revisada em 1996). Este 
estudo teve aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade do Extremo 
Sul Catarinense sob protocolo 67/2010. 
 
2.3 Estudos in vivo 
 
Os animais foram divididos em quatro grupos, constituídos de cinco animais por 
grupo. No grupo 1 (controle), os animais receberam uma injeção subcutânea de NaCl 0,9 g%; 
no grupo 2, os animais receberam uma injeção subcutânea de Phe na dose de 5,2 µmol/g de 
peso corporal; no grupo 3, os animais receberam uma injeção subcutânea de p-Cl-Phe na dose 
de 2,4 µmol/g de peso corporal; no grupo, 4 os animais receberam uma única injeção 
subcutânea de uma solução contendo Phe na dose de 5,2 µmol/g de peso corporal associada a 
uma solução de p-Cl-Phe na dose de 2,4 µmol/g de peso corporal. 
 
2.4 Preparação das amostras para análise 
 
Os animais sofreram eutanásia uma hora após a injeção, por decapitação com 
guilhotina e sem anestesia, o sangue foi armazenado em tubos descartáveis previamente 
heparinizados e mantidos. A caixa craniana foi aberta e o seu conteúdo retirado e, a partir de 
então, mantido sobre uma placa de vidro a aproximadamente 8ºC. O córtex cerebral foi 
dividido e retirado o excesso de sangue dos vasos externos. 
 
2.5 Estudos in vitro 
 
Foram utilizados cinco animais sem prévio tratamento. Os animais sofreram 
eutanásia por decapitação com guilhotina e sem anestesia, o sangue foi retirado e armazenado 
até o momento da incubação em tubos descartáveis previamente heparinizados. A caixa 
craniana foi aberta e o seu conteúdo retirado. O córtex cerebral foi limpo e dividido, sendo 
retirado o excesso de sangue dos vasos externos. Fatias de córtex cerebral e amostras de 
sangue periférico foram incubadas na ausência (grupo controle) ou presença de diferentes 
concentrações de Phe (0,5; 1,0 ou 2,5 mM) durante 30 minutos a 37 °C. Após este período, as 
amostras foram colocadas em gelo e mantidas ao abrigo da luz até o momento da realização 
da análise. 
 
2.6 Descrição da técnica utilizada 
 
2.6.1 Ensaio Cometa: 
O Ensaio Cometa seguiu os protocolos internacionais já estabelecidos para a sua 
realização (Tice et al., 2000; Silva et al., 2000). As lâminas foram preparadas através da 
mistura de 5 µL de sangue ou córtex cerebral com 95 µL de agarose de baixo ponto de fusão 
(0,75%), onde essa mistura (células e agarose) foi depositada sobre uma lâmina de 
microscopia previamente coberta por uma película de 500 µL de agarose de ponto de fusão 
normal (1,5%) e adicionado uma lamínula sobre a mistura. As amostras foram colocadas na 
geladeira por 5 a 10 minutos para solidificação da amostra. Após a solidificação, as lamínulas 
foram suavemente removidas e as lâminas submersas em solução de lise (NaCl 2,5 M, EDTA 
100 mM e Tris 10 mM, pH 10,0-10,5), para exposição do núcleo celular, por tempo mínimo 
de 1 hora e máximo de 1 semana. Sequencialmente, as lâminas foram incubadas no tampão 
alcalino (pH > 13) por 20 minutos, com temperatura aproximada de 4ºC. Após isso, as 
lâminas passaram por uma eletroforese durante 15 minutos a 25 volts (0,90 V/cm) e 300 mA, 
e então neutralizadas com Tris 0,4M (pH 7,5). Após a neutralização, as lâminas foram 
colocadas na estufa a 37ºC para posterior secagem durante 1 hora e 30 minutos para iniciar-se 
a coloração com nitrato de prata. Após a secagem, as lâminas foram distribuídas em cubetas 
com solução fixadora (ácido tricloroacético 15% p/v, sulfato de zinco 5% p/v, glicerol 5% 
v/v) por 10 minutos e então, colocadas novamente na estufa a 37ºC por 1 hora e 30 minutos. 
As lâminas foram hidratadas durante 5 minutos com água destilada, e em seguida coradas 
com a solução de coloração (carbonato de sódio 5% p/v, nitrato de amônio 0,1% p/v, nitrato 
de prata 0,1% p/v, ácido tungstosílico 0,25% p/v, formaldeído 0,15% v/v, preparada no 
escuro), onde as cubetas foram mantidas em banho-maria a 37ºC por 15 minutos. As lâminas 
foram lavadas 3 vezes com água destilada e depois submersas em solução stop (ácido acético 
1% v/v) durante 5 minutos, e então lavadas novamente por 3 vezes com água destilada e 
colocadas novamente na estufa a 37ºC por 1 hora e 30 minutos para posterior análise. 
Imagens de 100 células selecionadas ao acaso foram analisadas de cada amostra 
usando-se microscópio óptico em aumento de 100x ou 400x. O dano apresentado foi avaliado 
classificando-se cada célula de acordo com as cinco classes de dano existentes, que se inicia 
em dano 0 (= ausência de dano) e vai até o dano 4 (= máximo de dano) identificados através 
do tamanho e forma. Então, os valores obtidos para cada amostra foram agrupados em escala 
de 0 (0x100) a 400 (4x100). A Frequência de dano (FD) foi calculada para cada amostra 
baseada no número de células com dano. 
 
2.7 Análise estatística 
 
A análise estatística utilizada foi selecionada de acordo com o desenho 
experimental utilizado e com o tipo de distribuição apresentado pelo conjunto dos dados. 
Assumindo que os dados tenham uma distribuição normal, para comparação de três ou mais 
médias foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de uma via para análise dos dados 
obtidos na determinação dos efeitos bioquímicos das concentrações testadas. As análises 
estatísticas foram feitas pelo programa SPSS versão 16.0. Foi considerada diferença 
significativa quando o valor de P ≤ 0,05.  
 
 
3 RESULTADOS 
 
3.1 Estudos in vivo 
 
Primeiramente, avaliamos os efeitos de altas concentrações de Phe obtidas através da 
administração deste aminoácido e/ou da p-Cl-Phe. Os dados estão apresentados na forma dos 
dois parâmetros do ensaio cometa, índice de dano (ID) e frequência de dano (FD). A Figura 1 
apresenta os resultados de ID em córtex cerebral de ratos submetidos à administração de NaCl 
0,9 % (controle), Phe 5,2 µmol/g, p-Cl-Phe 2,4 µmol/g ou da associação de Phe 5,2 µmol/g e 
p-Cl-Phe 2,4 µmol/g. Podemos observar que os grupos que receberam Phe e p-Cl-Phe 
isolados ou em associação obtiveram valores de ID significativamente maior quando 
comparado ao grupo controle, indicando dano. A Figura 2 mostra a FD resultante do ensaio 
cometa, em que observamos os mesmos resultados de ID, confirmando, assim, os efeitos 
genotóxicos causados em córtex cerebral pelo aumento das concentrações de Phe nos tecidos. 
Os efeitos de altas concentrações de Phe em sangue foram semelhantes aos 
apresentados em córtex cerebral. As Figuras 3 e 4 demonstram o aumento dos valores de ID e 
FD, respectivamente, ocasionados pela hiperfenilalaninemia obtida através da administração 
de Phe e/ou da p-Cl-Phe. 
 
3.2 Estudos in vitro 
 
Nos experimentos in vitro, amostras de córtex cerebral de ratos sem prévia 
manipulação foram incubadas por 30 minutos na ausência (controle) ou presença de diferentes 
concentrações de Phe (0,5; 1,0; 2,5 mM). As Figuras 5 e 6 demonstram os efeitos das 
diferentes concentrações de Phe sobre o DNA em córtex cerebral. Podemos observar que as 
concentrações de 1 e 2,5 mM de Phe levaram ao aumento dos valores de ID e FD. 
Em relação ao efeito de diferentes concentrações de Phe, observamos que houve uma 
tendência ao aumento dos valores de ID e FD na presença de 0,5 mM, a concentração mais 
baixa utilizada neste estudo. Entretanto, não houve diferença estatística, como demonstrado 
pelas Figuras 7 e 8. 
 
 
4 DISCUSSÃO 
 
Os pacientes acometidos por fenilcetonúria apresentam sintomas essencialmente 
cerebrais, embora enzima PAH, deficiente na doença, seja hepática (Scriver and Kaufman 
2001). O acúmulo de Phe nos tecidos dos pacientes parece ser a causa do dano cerebral. 
Muitos estudos já demonstraram efeitos tóxicos da Phe em animais e em pacientes 
fenilcetonúricos. Vários autores reportam indução de estresse oxidativo, tanto em modelos 
animais de hiperfenilalaninemia quanto em pacientes afetados por PKU (Sierra et al 1998; 
Hagen et al 2002; Schulpis et al 2003; Artuch et al 2004; Sitta et al 2009a; Moraes et al 2010; 
Sanayamaet al 2011). Sitta e colaboradores (2009b) demonstraram recentemente um aumento 
de dano ao DNA em leucócitos de pacientes fenilcetonúricos, sugerindo que este dano seria 
causado pelo aumento dos níveis de Phe e seus metabólitos no sangue e nos tecidos. 
Considerando que um estado de estresse oxidativo pode levar ao dano oxidativo em ácidos 
nucleicos, que o mecanismo pelo qual pacientes acometidos por PKU apresentam maiores 
índices de dano ao DNA, e que ainda é desconhecido o efeito de altas concentrações de Phe 
em tecidos cerebrais, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os possíveis efeitos 
genotóxicos in vivo e in vitro de altas concentrações de Phe em córtex cerebral e sangue 
periférico de ratos jovens. 
 Deve-se enfatizar que o DNA é um importante alvo de oxidação, levando à formação 
de produtos que podem induzir mutações, perda de heterozigose, aberrações cromossômicas, 
citotoxicidade e neoplasias (Halliwell e Gutteridge 2007).  
 Inicialmente, observamos que há um aumento de dano ao DNA tanto em córtex 
cerebral quanto em sangue de animais submetidos a um modelo experimental de PKU 
induzido quimicamente através da administração de Phe e de p-Cl-Phe, um inibidor da enzima 
PAH, quando comparados ao grupo controle, sugerindo que hiperfenilalaninemia leva ao dano 
de DNA tanto em cérebro quanto em sangue. Tais resultados confirmam os dados obtidos em 
pacientes por Sitta e colaboradores (2009b). 
 Para verificar se possíveis metabólitos secundários da Phe pudessem realizar esses 
efeitos encontrados in vivo, avaliamos o efeito in vitro de diferentes concentrações de Phe 
sobre parâmetros de dano ao DNA em córtex cerebral e sangue de animais. Os efeitos in vivo 
se repetiram em fatias de córtex cerebral incubadas in vitro na presença de altas concentrações 
de Phe (1 e 2,5 mM). Tais resultados indicam que a Phe parece ser o metabólito responsável 
pelo dano ao DNA, visto que a PAH, enzima que metaboliza a Phe, é hepática e, portanto, não 
está presente no meio de incubação. 
Interessantemente, não houve dano significativo ao DNA em alíquotas de sangue 
incubadas com Phe, embora haja uma tendência a aumento de dano na concentração mais 
baixa estudada (0,5 mM). Tal fato pode ser explicado por morte celular induzida pelas altas 
concentrações de Phe e secundária ao dano ao DNA por ela causado. Para comprovar tal fato, 
é necessária a investigação de parâmetros que indiquem morte celular, tal como dosagem da 
atividade da enzima lactato desidrogenase extracelular, visto que esta enzima é liberada em 
caso de morte da célula (Burtis et al 2008). Cabe ressaltar que o cérebro apresenta maior 
suscetibilidade a danos ao DNA, visto que seus mecanismos de reparos são menos efetivos e 
suas defesas antioxidantes são reduzidas em comparação a outros tecidos (Fairbairn et al 
1995; Schulpis et al 2005). 
Tomados em conjunto, esses resultados sugerem que a Phe apresenta um importante 
efeito genotóxico em sangue periférico e cérebro de ratos. Considerando que dano oxidativo a 
lipídeos e proteínas foi previamente descrito em modelos animais e pacientes afetados por 
PKU, é possível hipotetizar que o dano ao DNA encontrado neste presente estudo seja 
conseqüência de uma produção excessiva de espécies reativas causada pela Phe (Halliwell e 
Gutteridge 2007). Espécies reativas podem levar a dano ao DNA por ataque direto às bases 
púricas e piridímicas e/ou ao açúcar desoxirribose, resultando em formação de adutos de 
DNA e quebra das fitas de DNA (Fairbairn et al 1995). 
 Concluindo, o presente trabalho provê evidências experimentais de que altas 
concentrações de Phe podem levar a dano ao DNA, corroborando assim resultados prévios 
que demonstram dano ao DNA e leucócitos de pacientes fenilcetonúricos (Sitta et al 2009b). 
Portanto, esses resultados aqui demonstrados poderiam colaborar, ao menos em parte, para o 
entendimento dos mecanismos fisiopatológicos apresentados por pacientes fenilcetonúricos.  
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Legendas das Figuras 
 
Figura 1. Efeito da administração aguda de fenilalanina (Phe) e p-clorofenilalanina (p-
Cl-Phe) sobre o índice de dano ao DNA (ID) em córtex cerebral de ratos jovens. Os 
dados representam média ± desvio padrão de seis experimentos independentes realizados em 
duplicata e estão expressos em unidades arbitrárias (UA). *P<0,05 comparado ao grupo 
controle (ANOVA). 
 
 
Figura 2. Efeito da administração aguda de fenilalanina (Phe) e p-clorofenilalanina (p-
Cl-Phe) sobre a frequência de dano ao DNA (FD) em córtex cerebral de ratos jovens. Os 
dados representam média ± desvio padrão de seis experimentos independentes realizados em 
duplicata e estão expressos em unidades arbitrárias (UA). *P<0,05 comparado ao grupo 
controle (ANOVA). 
 
Figura 3. Efeito da administração aguda de fenilalanina (Phe) e p-clorofenilalanina (p-
Cl-Phe) sobre o índice de dano ao DNA (ID) em sangue periférico de ratos jovens. Os 
dados representam média ± desvio padrão de seis experimentos independentes realizados em 
duplicata e estão expressos em unidades arbitrárias (UA). *P<0,05 comparado ao grupo 
controle (ANOVA). 
 
Figura 4. Efeito da administração aguda de fenilalanina (Phe) e p-clorofenilalanina (p-
Cl-Phe) sobre a frequência de dano ao DNA (FD) em sangue periférico de ratos jovens. 
Os dados representam média ± desvio padrão de seis experimentos independentes realizados 
em duplicata e estão expressos em unidades arbitrárias (UA). *P<0,05 comparado ao grupo 
controle (ANOVA). 
 
 
Figura 5. Efeito in vitro da fenilalanina (Phe) sobre o índice de dano ao DNA (ID) em 
córtex cerebral de ratos jovens. Os dados representam média ± desvio padrão de seis 
experimentos independentes realizados em duplicata e estão expressos em unidades arbitrárias 
(UA). *P<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA). 
 
Figura 6. Efeito in vitro da fenilalanina (Phe) sobre a frequência de dano ao DNA (FD) 
em córtex cerebral de ratos jovens. Os dados representam média ± desvio padrão de seis 
experimentos independentes realizados em duplicata e estão expressos em unidades arbitrárias 
(UA). *P<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA). 
 
Figura 7. Efeito in vitro da fenilalanina (Phe) sobre o índice de dano ao DNA (ID) em 
sangue periférico de ratos jovens. Os dados representam média ± desvio padrão de seis 
experimentos independentes realizados em duplicata e estão expressos em unidades arbitrárias 
(UA). *P<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA). 
 
Figura 8. Efeito in vitro da fenilalanina (Phe) sobre a frequência de dano ao DNA (FD) 
em sangue periférico de ratos jovens. Os dados representam média ± desvio padrão de seis 
experimentos independentes realizados em duplicata e estão expressos em unidades arbitrárias 
(UA). *P<0,05 comparado ao grupo controle (ANOVA). 
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Online Submission 
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the review of their manuscripts. The online manuscript submission and review system 
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www.editorialmanager.com/boli 
The system supports a wide range of submission file formats for manuscripts (Word, 
WordPerfect, RTF, TXT and LaTex) and figures (TIFF, EPS, Microsoft® Office 
formats and Postscript). PDF is not an acceptable file format. 
 
If you encounter any difficulties while submitting your manuscript online, please 
contact the responsible Editorial Assistant by clicking on "CONTACT US" from the 
tool bar. 
 
General rules 
It is a condition of acceptance that all articles have not been and will not be published 
elsewhere in substantially the same form. The submitting author must have circulated 
the article and secured final approval of the version to be peer-reviewed from all co-
authors prior to article submission. This includes confirmation of 
• absence of previous similar or simultaneous publications, 
• their inspection of the manuscript, 
• their substantial contribution to the work (all authors should have been involved in 
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article or revising it critically for important intellectual content) 
• their agreement to submission. 
 
It should be noted that these conditions are later confirmed in writing by the 
corresponding author in a copyright transfer form at the time of acceptance. 
Publication elsewhere, at any time, of a similar article perhaps only differing in some 
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formal retraction at a later date. 
 
Supplementary (internet-only) material may be published for all articles; we 
encourage or request deposition of raw data when this appears appropriate. 
 
The following information will be required at the time of online manuscript submission 
and may also be provided on the third manuscript page: 
• Details of the contributions of individual authors, making clear who has contributed 
pertinent aspects of the planning, conduct, and reporting of the work described in the 
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• Name of one author who serves as guarantor for the article, accepts full 
responsibility for the work and/or the conduct of the study, had access to the data, 
and controlled the decision to publish. 
• A competing interest statement, i.e., either a statement describing the interests of 
all authors or a declaration that they have nothing to declare, based on the 
“Competing Interests Questions” outlined below. 
• Details of funding for all research studies including a statement that “The author(s) 
confirm(s) independence from the sponsors; the content of the article has not been 
influenced by the sponsors” 
• Details of ethics approval or a statement that it was not required for all research 
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• A patient consent statement for all articles or other material that contain personal 
information about a patient; proof that informed consent was obtained must be 
available upon request  
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